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Recherchea,aur la toxine,. l'anatoxine et l'antitoxine 
.de Cl. bofulinum D. 
par A� H. PnÉvoT 
. Le pré�ent travail, comrnc le précédent, n'a pu être 'réalisé qu(' 
grâce . à l'amabilité du Pr. W1LÜMs, de Bruxelles, qui a hien voulu 
mettre à notre disposition une -souche toxinogf-ne de Cl. botu.­
linum D. 
!Dans le bouillon VF glucosé à 2 %0, pH 7_,8; la toxine apparaH 
ver·s le troisième jour et paraît atteindre· son .maximum d'activité 
vers l� cinquième ou le iSixième jour. Si on centrifuge ou fiÜre 
celle toxilre à celle époque, la ·DMm est aux environs 'de 0,01 cnY1 
pour l� cobaye de 350 gr., C'est-dire C(u'elle est relativemen t peu 
active. Quand on injecte la toxine totale·, les signe·s convulsifs. 
sont importants et masquent le syndrome bot.ufü .1ue qui souvent. 
n'a pas· le temps d'apparaître : l'animal meurt en 18 it .21, h�ure:; 
· sans présenter un tableau nettement botulique. Ceci tient à ce 
que dans les cultures existent 2 poisons : la toxine vraie , faible. 
qu'on ·peul mettre en évidence par de m ultiples façons comnw 
nous allons le m ontrer , et un poison convùls.i.vant, non antigé­
nique,· qui est probablemen t une amiric tox iqu e de décarboxy-
lation. 
· 
La toxine vraie se met en évidence : 
1° Pa� la précipitation par le siil'fate d'amrnonium. - Le préci ­
pité, après essorage, des·sication dans le vide et pul vérisation , isc 
présente -sous la forme d'une poudre brune, hyg-roscopique, se 
conservant bien ·fl la glacière : c'est la toxine sèche. Elle tue le 
cobaye à la dose de .. o,o5 mg._ en deux :à trois jours. Celte préci­
pitation a éliminé le toxique convulsi van t' -car l'animal prêsen te 
exclusivement les paralysies botuliques : paralysie flasque de toute 
la �µsculature, surtout du cou ; paralysie du larynx (aphonie) i 
paralysie du pharynx (salivation et incapacité de déglut.ir). 
2° Par ·extraction d,es corps microbie_ns. - !Dans le travail pré­
cédent nous avio.ns montré: que les -0orps microbiens lavés cinq 
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fois· étaient lox iques. Aussi avons nous essayé d'en extr�ire la 
toxine par le procédé de HA'YNAlJD (1). 
Voici comment nous procédons : le culot de ccnlrifugaliou d"un 
lifre de culture de vi.ngt-qualre heures est traité par 5� cm :' du 
ta mpon .c itra té- c h lonJ ré sodique (3 g. 57 de dlrale trisodiquc et 
58 g. 5 de NaCJ pour 1 l i tre d'eau distillée). On hüsse une nuil 
à 0°, puis on centrifµge et on filtre. On obtient rm liquide opale:,­
cen l don t on peut facil�mcnl é limin er les -sel-s par dialyse. Nous 
avons pu ainsi obtenir une toxine active et très pure tuant le 
cobaye à la dosé de 0,005 cm·1 en p"rovoquan l un syndrome botu­
l ique lrès net sans phénomène. convulsif. 
3 ° Par transformation, en anatoxin�. - La toxine totale obtenue 
par s imple .centrifugation ou par filtration des c11lt.urcs ne se Jais.Se 
pas détoxifier par le formol, .car le poison convulsivant qui 
coexiste avec la toxine vraie n'est pas modifié. par le formol. Par 
contre, la toxine.sèche reprise par l'eau physiologique, ou la toxine 
pure extraite de corps microbiens par le procédé de RAYNAUD se 
laissent facilement transformer en anatoxine par addition de 0 % 
de formol et séjour prolongé à 37°. Après quinze jours, ·cette 
anatoxine est in offensive et demeure ahtigéniq ue. 
4° Immu_nisation du cobaye. - Le coba·ye ayant. reçu trois 
injections d'anatoxine botulique D, de 2 cm:1 chacune à quinze 
. jours d'intervalle - inj ection s qui sont très bien supportées -
résiste à l'injection de 10 DMm de toxine D . 
. 5° Hypeirinirrwnisation du cheval (en collaboration avec 
O. Gi:�unn): - Le cheval apr�s quelque<s inj ecUons d'anato'xine à 
doses croissantes (de 1 0  à 200 cm:') pr.ésente une immuni_t�·.de base 
qui lui permet de supporter :sans dommage l'hype.rimmunisation 
par la toxine .gèche. Il peut ainsi recevoir progre-ssivement jus-
· qu'à li g. de ·celle-ci, correspondant à 80.000 DMm ·cobaye. ·nix 
jours après· 1a dernière injection son -sérum· neutralise' rno DMm 
cobaye -tt la diJution de o,o5 cm3• 
Autonomie antig.éniqne du type D. - Co:rùme 1de nombreux 
auteur-s l 'ont vu, nous avons constaté que la toxine botulique D 
n
'est pas netitraJisée par les sérums antibotuliques A et· B (prépa­
rés par R. LEGRoux). Réciproquement, le s�rum anti-D ne neutra­
lise à aucune dose les toxines botuliques A et B .. 
Nous n'avons pas pu faire le-s épi'euves croisées avec le type C 
car la souche C de notre colJection a, perdu son activité toxinogène . 
(1) HAYNAUD. - C. H. A cad. Sc. 1947, 225, 543; et Ville Cong,.ès de Chinûe 
Biologique Pa,.is, octobre 1948. 
' 
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Le sérum anti-boluliquc D est actuellement en 'cours d'essai 
thérapel}tique con lre la pseudo-encéphalomyélite équine qni sévit 
en France. Nous saurons donc bientôt si cette maladie mortelle 
qui décime les écuries françai·ses est, comme -en Belgique et en 
Espa.gne, un syndrome botulique n. 
CONCLUSIONS. - 1° CL botulinurn D, souche W1LLEM:s, produit 
C)l bouillon Vf\glucosé une substance soluble convulsivante qui 
n'est pas antigénique et une toxine vraie, qJÜ chez le cobaye 
reproduit. un syndrome botulique in discutable.. Celle toxine. D 
n'est pas neutralisée par les sérums antibotuliques A et B. 
2·° Cette toxine préexiste dans les corps microbiens lav€s et on 
peu� l'en extraire par la méthode de RA'YNAUD. 
3° 
-
Qu'elle soit obtenue par précipitation au sulfate d'ammonium 
ou par extraction des corps microbiens, cette toxine est détoxifiée 
par le formol e.t trans_formable en anatoxine alors que le filtrat. 
toxique total de culture ne l'est pas. 
1,0 L'antitoxine obtenue sur cheval neutralise complètement la 
toxine vraie, mais ne neutralise pas les toxines botuliques A et B. 
(Institut Pçi·steiir. Service cles a.naérobies). 
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